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in Therapie und Prophylaxe. 
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K u r z t i t e l : Differenzierung des Impfstammes v o n E H V - I s o l a t e n 
S t i c h w o r t e : E q u i n e H e r p e s v i r e n - D N S - A n a l y s e - EHVI - L e b e n d i m p f s t a m m -
A b o r t u r s a c h e n 
Zusammenfassung 
E i n e M e t h o d e zur r a s c h e n Differenzie-
r u n g des E H V I - L e b e n d i m p f s t a m m e s 
Rae H v o n E H V 1 - A b o r t i s o l a t e n w i r d 
beschheben. D a z u w i r d D N S aus v i r u s -
i n f i z i e r t e n Z e l l k u l t u r e n e x t r a h i e r t , m i t 
dem R e s t r i k t i o n s e n z y m B a m H I v e r d a u t 
u n d e l e k t r o p h o r e t i s c h a u f g e t r e n n t . 
N a c h B l o t t e n auf e i n e M e m b r a n erfolgt 
der E i n s a t z e i n e r E H V - s p e z i f i s c h e n 
Sonde. D i e s e h y b r i d i s i e r t m i t zwei 
Abstract 
Molecular methods for the differen-
tiation of the equine herpes virus 
Vaccine strain Rae H 
A m e t h o d f o r t h e r a p i d differentiation 
of t h e E H V I l i v e V a c c i n e s t r a i n Rae H 
a n d E H V I i s o l a t e s f r o m a b o r t i o n s i s 
d e s c r i b e d . T o t a l D N A was i s o l a t e d 
f r o m v i r u s - i n f e c t e d c e l l c u l t u r e s a n d d i -
gested w i t h r e s t r i c t i o n endonuclease 
B a m H I . A S o u t h e r n b l o t was p r e p a r e d 
a n d h y b r i d i s e d w i t h a n E H V I - s p e c i f i c 
p r o b e . D e l e t i o n s of 0.9 k b p i n each of 
t h e t w o f r a g m e n t s detected p r o v i d e d 
t h e O b s e r v a t i o n of a u n i q u e p a t t e r n f o r 
s t r a i n Rae H . C o m p a r i s o n of t h e diffe-
r e n t sizes of t h e h y b r i d i s e d DNA-frag-
ments r e v e a l e d t h a t i n 75 i s o l a t e s t h e 
l i v e Vaccine s t r a i n Rae H was n o t i n v o l -
ved. 
D N S - F r a g m e n t e n , d i e i m F a l l e v o n Rae 
H j e w e i l s e i n e 0,9 k b p große D e l e t i o n 
a u f w e i s e n . D i e s führt d a h e r zu e i n e r für 
den Impfstamm c h a r a k t e r i s t i s c h e n län-
g e r e n L a u f s t r e c k e dieser B a n d e n . D i e 
V e r w e n d u n g dieser M e t h o d e zur Un-
t e r s u c h u n g v o n I s o l a t e n aus 75 A b o r t -
fällen e r g a b k e i n e n H i n w e i s auf e i n e 
B e t e i l i g u n g des Impf S t a m m e s b e i d i e -
sem A b o r t geschehen. 
1 Einleitung 
/./ H e r p e s v i r u s i n f e k t i o n e n b e i m Pferd 
Von den bislang fünf bekannten, beim 
Pferd vorkommenden Herpesviren sind 
die Spezies E H V I und EHV4 von be-
sonderer Bedeutung ( A l l e n u n d B r y a n s , 
1986). EHVl-Isolate treten im Zusam-
menhang mit drei Erkrankungsbildern 
auf: Abort, respiratorische Erkrankun-
gen und zentralnervöse Störungen. 
EHV4-Isolate werden in der Regel nur 
bei respiratorischen Erkrankungen, sel-
ten auch bei Aborten gefunden. Bei 
Jungpferden führen Infektionen mit 
EHVI oder 4 zu einem fieberhaften 
Katarrh, bei älteren Pferden verläuft die 
Infektion zumeist inapparent. Bei 
trächtigen Stuten kann nach Infektion 
mit EHV 1 der Erreger über eine Leuko-
zyten-assoziierte Virämie den Uterus 
erreichen. Es kommt zum Abort zwi-
schen dem 7. und 10. Trächtigkeitsmo-
nat oder zur Geburt lebensschwacher 
Fohlen. Als Folge der Virusvermeh-
rung finden sich miliare Nekrosen in 
verschiedenen inneren Organen des Fe-
tus. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz 
läßt sich innerhalb von Stunden der 
spezifische Nachweis von viralem An-
tigen in den veränderten Geweben 
führen. Unterstützt und bestätigt wird 
die Diagnose durch die Virusisolie-
rung. Auch die Polymerase Ketten-
Reaktion (PCR) wird zum Nachweis 
von EHV-DNS eingesetzt ( B a i l a g i -
P o r d a n y et a i , 1990). 
1.2 A b o r t e i n der V o l l b l u t z u c h t 
Herpesvirusinfektionen sorgen immer 
wieder für Schlagzeilen. So im Früh-
jahr 1983, als im Lipizzanergestüt 
Piper zwei Drittel aller trächtigen Stu-
ten, insgesamt 31 Tiere, abortierten. 
Bei 17 Stuten traten zudem zentralner-
vöse Störungen auf. Keine der Stuten 
war gegen das equine Herpes virus 
geimpft worden (Bürki et a i , 1984). 
Allerdings wird aber auch immer wie-
der über Aborte bei geimpften Tieren 
berichtet ( S t e i n h a g e n , 1986). Dies wird 
durch die Auswertung von Daten aus 
der deutschen Vollblutzucht belegt. 
Mit über 95% weist diese Pferdepopu-
lation wohl den höchsten Anteil immu-
nisierter Stuten auf. Nach einer Zusam-
menstellung von M e r k t et a i (1993) ist 
es in dieser Population innerhalb der 
letzten 25 Jahre bei insgesamt mehr als 
29000 festgestellten Trächtigkeiten in 
6,5% der Fälle zum Abort gekommen 
ist. Die Abortursachen sind in Abbil-
dung 1 aufgeschlüsselt. Danach stellt 
Zwillingsträchtigkeit mit fast 40% die 
häufigste Ursache dar. Ein Viertel der 
Aborte wird durch Infektionen verur-
sacht. Unter »Sonstiges« (ca. 10% der 
Abortfälle) sind durch Koliken, Trau-
mata, Mißbildungen und dergleichen 
bedingte Aborte zusammengefaßt. In 
über einem Viertel der Fälle ließ sich 
die Ursache nicht ermitteln. Bei den 
durch Infektion bedingten Aborten 
(Abbildung 2) dominieren Infektionen 
mit dem equinen Herpes virus (40%). 
gefolgt von Infektionen mit ß-hämoly-
sierenden Streptokokken und E. coli 
(23 bzw. 19%). Aufgrund der gezeigten 
Daten muß man davon ausgehen, daß 
jeder zehnte Abortfall in der Vollblut-
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zucht durch eine EHV-Infektion be-
dingt wird. Im Rahmen der Diskussion 
»Virusabort trotz fachgerechter Imp-
fung« sollte nicht vergessen werden, 
daß es sich bei E H V 1 um ein Herpesvi-
rus handelt, das die gleichen typischen 
Eigenschaften wie andere Herpesviren 
aufweist: es führt zu persistierenden In-
fektionen, infizierte Tiere können le-
benslang das Virus ausscheiden, und 
eine belastbare Immunität nach Imp-
fung oder Infektion ist von relativ kur-
zer Dauer. 
1.3 D e r E H V I - L e b e n d i m p f stamm 
Rae H 
Wiederholt wurde der Nutzen des in 
Deutschland weit verbreiteten E H V -
Lebendimpfstoffes angezweifelt (Bürki 
et a i , 1991). Von Pferdebesitzern wird 
sogar häufig die Frage gestellt, inwie-
weit das Impfvirus selbst am Abortge-
schehen beteiligt sein kann. Daß diese 
Frage durchaus ihre Berechtigung hat, 
zeigen die Erfahrungen mit einer in 
Amerika entwickelten Lebendvakzine 
Zwi l l inge 
39 
Sonstiges 
8 
Angaben in % 
A b b . 1: U r s a c h e n der 1 8 1 7 A b o r t e i n 
der V o l l b l u t z u c h t 1 9 6 8 - 1 9 9 2 . 
( A l l e n et a i , 1983). Diese Vakzine, die 
bestandsweise in sogenannten geplan-
ten Infektionsprogrammen eingesetzt 
wurde, erwies sich als wenig erfolg-
reich und wurde 1979 vom Markt ge-
nommen. Heute vermutet man, daß die-
ser Impfstamm sehr wahrscheinlich an 
15% aller bis 1979 in Amerika aufge-
tretenen Virusaborte beteiligt war. 
Der in Deutschland verwendete Leben-
dimpfstamm Rae H wurde durch fort-
laufende Passagen attenuiert und wird 
derzeit in der 256. Passage als Le-
Angaben in % 
A b b . 2: Aufschlüsselung der d u r c h I n -
f e k t i o n v e r u r s a c h t e n 452 A b o r t e . 
bendimpfstoff eingesetzt (Mayr et a i , 
1968). Mit herkömmlichen Methoden, 
wie z.B. Wachstumsverhalten in der 
Zellkultur oder mit serologischen Un-
tersuchungen lassen sich keine Unter-
schiede zwischen dem Impfstamm und 
Feldvirusisolaten feststellen. Für eine 
Differenzierung verwendete man das 
unterschiedliche Inaktivierungsverhal-
ten gegenüber der Chemikalie Dithio-
threitol, den sog. DTT-Marker ( K l i n g e -
b o r n u n d D i n i e r , 1972). Es wurden je-
doch Virusstämme mit einem interme-
10/1994 T U • 625 
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A b b . 3 A A b b . 3 B 
A b b . 3: (A) A u f t r e n n u n g der D N S v e r s c h i e d e n e r EHV-Stämme n a c h V e r d a u m i t 
dem R e s t r i k t i o n s e n z y m B a m H I i n einem A g a r o s e - G e l . B a h n 1: M o l e k u l a r g e -
w i c h t s s t a n d a r d k b p - l a d d e r : B a h n 2: E H V 4 - R e f e r e n z s t a m m H 4 5 ; B a h n 3: E H V 3 -
I s o l a t C I 7 5 ; B a h n 4: E H V I - I m p f s t a m m Rae H ; B a h n 5: E H V I - R e f e r e n z s t a m m 
K e n t u c k y D . (B) R e a k t i o n der E H V - D N S m i t der D i g o x i g e n i n - m a r k i e r t e n Sonde 
pHS02 n a c h S o u t h e r n - T r a n s f e r des i n A gezeigten A g a r o s e - G e l s . 
diären Inaktivierungsverlauf beschrie-
ben, was die Eignung des DTT-Mar-
kers zur Differenzierung einschränkt 
( K l i n g e b o r n , 1973). Eine Möglichkeit 
zur Differenzierung ergab sich jedoch 
durch Auswertung von Ergebnissen, 
die auf der Untersuchung des viralen 
Genoms mit Restriktionsenzymen be-
ruhen ( M e y e r et a i , 1987). Dabei weist 
der Impfstamm eine Reihe von Verän-
derungen im Wanderungsmuster der 
erhaltenen DNS-Fragmente verglichen 
mit EHVI-Referenzstämmen auf. Die-
se Veränderungen haben sich erst 
während der Attenuierung ereignet 
(Schwend, 1988). So verringert sich die 
Größe von zwei ursprünglich 4,9 und 
4.5 kilobasenpaar (kbp) großen Frag-
menten beim Impfstamm auf 4,0 und 
3.6 kbp ( B i r k e n m a i e r, 1992). 
Aufgabe folgender Untersuchung war 
es daher, eine Methode zu etablieren, 
die es erlaubt, zwischen dem Lebend-
impfstamm und Feldvirus-Isolaten zu 
unterscheiden. Damit sollte dann ge-
klärt werden, inwieweit der in Deutsch-
land zur Prophylaxe eingesetzte Le-
bendimpfstamm Rae H am Abortge-
schehen beteiligt ist. 
2 Material und Methoden 
2. / U n t e r s u c h u n g s m a t e r i a l 
Für die Untersuchungen standen die 
E H V 1 - und EHV4-Referenzstämme 
(Kentucky D bzw. H45; D o l i et a i , 
1957; S h i m i z u et a i . 1959). der Le-
bendimpfstamm Rae H (Mayr et a i , 
1968) sowie ein EHV3-Isolat (CI75, 
überlassen von K. Pelzoldt, Wien) zur 
Verfügung. Weiterhin konnten im Rah-
men der Routineuntersuchung von 
abortierten Feten 40 EHV-Stämme iso-
liert werden. Weitere 35 Isolate wurden 
uns dankenswerterweise von P. Stein-
hagen (Neumünster) überlassen. Für 
die Isolierung wurden equine embryo-
nale Lungenzellen eingesetzt, die wei-
tere Vermehrung erfolgte in der equi-
nen Dermalzellinie EDMIN L-337 (P. 
Thein, Wuppertal). 
2.2 M o l e k u l a r b i o l o g i s c h e U n t e r s u -
chungen 
Zur Isolierung der viralen DNS der Re-
ferenzstämme wurden diese in der Zell-
kultur vermehrt und die Virionen gerei-
nigt ( M e y e r et a i , 1987). Für die Unter-
suchung der viralen DNS von Isolaten 
tg m m# m- *f M 
A b b . 4 A A b b . 4 B 
A b b . 4: (A) A u f t r e n n u n g der D N S v e r s c h i e d e n e r EHVI-Stämme n a c h V e r d a u m i t dem R e s t r i k t i o n s e n z y m B a m H I . D i e D N S i n 
B a h n I u n d 2 (Impfstamm Rae H u n d Referenzstamm K e n t u c k y D ) w u r d e aus g e r e i n i g t e n Viruspräparationen i s o l i e r t , d i e 
B a h n e n 4 b i s 7 s o w i e 9 b i s 17 e n t h a l t e n D N S aus v i r u s i n f i z i e r t e n Z e l l k u l t u r e n . In B a h n 8 i s t D N S e i n e r n i c h t i n f i z i e r t e n Z e l l -
k u l t u r a u f g e t r e n n t . (B) R e a k t i o n der E H V - D N S m i t der D i g o x i g e n i n - m a r k i e r t e n Sonde pHS02 n a c h S o u t h e r n - T r a n s f e r des i n 
A gezeigten A g a r o s e - G e l s . 
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abortierter Feten wurden L-337-Zellen 
in 24-Loch-Platten mit 0,4 ml Virus-
suspension infiziert. Nach Inkubation 
die Nacht über wurde der Inhalt jeder 
Vertiefung nach Gefriertauen gewon-
nen. Zelluläre und virale DNS wurde 
durch eine SDS-Proteinase K-Behand-
lung freigesetzt und über eine Phe-
nolextraktion gereinigt (modifiziert 
nach C h o w d h u r y et a i , 1986). Virale 
DNS wurde mit dem Restriktionsen-
zym B a m H I (Boehringer, Mannheim) 
gespalten und in einem 0,6% Agarose-
Gel aufgetrennt. Nach Transfer auf eine 
Nylonmembran (Hybond N+; Amers-
ham-Buchler, Braunschweig) wurde 
mit einer Digoxigenin-markierten Son-
de (pHS02) hybridisiert. Die Sonde 
enthält ein 4,9 kbp langes BamHI DNS-
Fragment des EHV 1 -Referenzstam-
mes. Der Nachweis der Hybride erfolg-
te mit Hilfe eines Kits (DNA detection 
kit, nonradioactive; Boehringer). 
3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Untersuchung des E H V - I m p f S t a m -
mes Rae H 
Gereinigte virale DNS der E H V I -
Stämme Kentucky D, des Impfstam-
mes Rae H, des EHV3-Stammes C175 
sowie des EHV4-Stammes H45 wurde 
mit dem Restriktionsenzym BamHI 
verdaut. Die Auftrennung der entstan-
denen DNS-Fragmente durch Gelelek-
trophorese zeigt Abbildung 3A. Die 
Stämme H45, C175 und Kentucky D 
(Bahn 2. 3 und 5) weisen die für die 
Spezies EHV4, EHV3 und EHVI typi-
schen und voneinander deutlich unter-
scheidbaren Wanderungsmuster auf 
( A l l e n et a i , 1983). Das Muster des 
Impfstammes Rae H (Bahn 4) ent-
spricht dem früherer Untersuchungen 
(Schwencl, 1988). Es weist zahlreiche 
Gemeinsamkeiten mit jenem von Ken-
tucky D auf (Bahn 5), aber einige Be-
sonderheiten sind offensichtlich, wie z. 
B. fehlende oder zusätzliche DNS-
Fragmente. Das Ergebnis nach Hybri-
disierung mit der EHV 1 -Sonde pHS02 
ist in Abbildung 3B dargestellt. Wie er-
wartet, findet sich eine spezifische Re-
aktion nur mit den beiden EHV 1 -Stäm-
men (Bahn 4 und 5); EHV3 bzw. 
EHV4-DNS wird nicht nachgewiesen. 
Beim Referenzstamm Kentucky D 
(Bahn 5) reagieren erwartungsgemäß 
zwei Fragmente mit 4,9 und 4,5 kbp. 
beim Impfstamm Rae H (Bahn 4) sind 
es zwei deutlich kleinere Fragmente 
(4,0 und 3,6 kbp). Damit wird die 
Existenz der beim Impfstamm be-
schriebenen 0,9 kbp großen Deletionen 
( B i r k e n m a i e n 1992) bestätigt. Durch 
Vergleich der Abbildungen 3A und 3B 
wird die enorme Verstärkung deutlich, 
die durch Verwendung der Sonde 
erreicht wird. In 3A sind die mit der 
Sonde reagierenden DNS-Fragmente 
(durch Pfeile hervorgehoben) von nur 
schwacher Intensität. 
Damit steht eine Methode zur Verfü-
gung, mit der sich die für den Impf-
stamm typischen Veränderungen im 
Bandenmuster spezifisch und auch sen-
sitiv nachweisen lassen. Da diese Ver-
änderungen erst während der Attenu-
ierung aufgetreten sind ( B i r k e n m a i e r , 
1992), kann somit über diesen »geneti-
schen Marker« der Lebendimpf stamm 
eindeutig identifiziert werden. 
3.2 U n t e r s u c h u n g v o n E e l d v i r u s i s o l a -
ten 
Zur Klärung der Frage, inwieweit der 
Impfstamm am Abortgeschehen in 
Deutschland beteiligt ist, standen uns 
insgesamt 75 Isolate aus Aborten von 
geimpften und nichtgeimpften Stuten 
aus ganz Deutschland zur Verfügung. 
Sie waren während der letzten 25 Jahre 
isoliert worden. Wie in Abschnitt 3.1 
beschrieben, ist für die Abgrenzung des 
Impfstammes durch Hybridisierung 
nur eine geringe Menge an viraler DNS 
notwendig (siehe Abbildung 3B). Da-
her verzichteten wir bei der Untersu-
chung der 75 Isolate auf die aufwendi-
ge Herstellung gereinigter Viruspräpa-
rationen. Stattdessen wurde pro Isolat 
nur eine Kavität einer 24-Loch Zellkul-
turplatte (L-337-ZelIen) infiziert. Ein 
deutlicher zytopathischer Effekt trat 
nach 24-36 Stunden auf. Sowohl zel-
luläre als auch virale DNS wurde iso-
liert und mit dem Restriktionsenzym 
B a m H I verdaut. Beispielhaft ist das Er-
gebnis nach Gelelektrophorese für 13 
EHV-Isolate sowie für eine nicht infi-
zierte Zellkontrolle in Abbildung 4A 
dargestellt (Bahn 4 bis 17). Man er-
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kennt sowohl zelluläre DNS, die sich 
über die gesamte Laufstrecke verteilt 
darstellt, als auch spezifisch virale 
DNS-Banden. Eine Unterscheidung 
zwischen Impfstamm und Feldisolaten 
ist allerdings über die Beurteilung des 
Bandenmusters nicht möglich. Dies ge-
lingt aber nach Hybridisierung mit der 
Sonde pHS02 (Abbildung 4B). Trotz 
Überlagerung mit zellulärer DNS er-
gibt sich eine Reaktion nur mit einzel-
nen viralen DNS-Fragmenten, zelluläre 
DNS, die in Spur 8 aufgetragen wurde, 
hybridisiert nicht mit der verwendeten 
Sonde. In Bahn 1 und 2 sind als Kon-
trolle die Stämme Rae H und Kentucky 
D mitgeführt. Der Vergleich der reakti-
ven DNS-Fragmente aller 13 Isolate 
von Aborten zeigt die für den Referenz-
stamm Kentucky D typischen Frag-
mentgrößen. Somit können diese Isola-
te eindeutig vom Impfstamm (Bahn 1) 
differenziert werden. Auch die Unter-
suchung der restlichen 62 Isolate ergab 
in keinem Fall einen Hinweis auf eine 
Infektion mit dem Impfvirus Rae H. 
Mit der vorgestellten Technik kann da-
her die Frage, ob der Lebendimpf-
stamm am Abortgeschehen beteiligt ist. 
eindeutig beantwortet werden. Wir be-
werten die Auswahl an untersuchten 
Fällen als repräsentativ für das Impfge-
biet und betrachten die Rolle von Rae H 
am Abortgeschehen als bedeutungslos. 
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